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1919年R．J．　William．s1）によって示唆され，その後20年を経て，　E・　E・　Snel1ら（1939）2）によっ
て開発された微生物学的手法のB群ピタミソ測定に果した功績は偉大なものがある。今日でも，そ
の定量法としての利用価値は聯かも滅じてはおらぬ。ところで，微生物定量法は，手技上の相違か
ら試験管法と平板法の二つに大別訓㌔る・前者はE・　E・　Sn・ll以辛・幾多の追試と改良とにょって
微生物法の主流となり，国内外の実験室で好んで用いられている。後者の平板法は・そもそもOx－
ford学派が抗生物質の第一号としてSir　W，　Flemingによって発掘されたペニシvyの検定法
としてV・わゆるカ。プ法を考案したrbs，　9a・年A・　L・　B・・ha・achら（1948）3）がこれに11罫を得て
ビタミソの測定に応用したのが始まりであるeその後，ひきつづいて本法の実用性力轍発的に追究
されたが，感度の比較的鈍いことと相侯って定量阻害物質の影響を受けやすいなどの難点から・あ
まり甑していない．しかし，本法は1鞭で鍍も高く多数の試料のビタミン定量には好適であるe
これらの利点にわれわれは注目し，この十年来本法の測定条件，感度，精度さらに実用性にかんし
詳細な検討を重ねてきた。
　ここでは，わ淋研究室での研究成果を中心に，平板法に方法論と実用論との立場から論評を加え
てみたい。
1　微生物法の原理
糸晒醐および糸状菌などに代表される微生物の栄養要求は調等動物のそれとかなり共通性
がある。その顕著な一例として，ある種の微生物は・高等動物と同じくB群ビタミンを必須栄養素
ないしは発育因子として要求する。これらのビタミソは動物細胞においても，また微生物細胞にお
いても核酸，栄養素およびエネルギー代謝に包括される酵素系の補欠分子族として働き・必須代謝
物質の生成に購しているeなお，f姓物のピタミ壊求性には・次の二つのタイプがある・すな
わち，ビタミンが存在しないと蜻しないもの一強要的・ピタミソの添加によってその生育が促
進されるもの一促進的の二つである．そして・添加されたピタミソの量と微生物の生龍との閲に
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は一定のビタン濃度域内で比例的関係が成立する。それで，何らかg）方法によってこの生育菌量を
知ることができれば，相対的にピタミソの濃度を知ることができるe試験管内に生育した菌量を濁
度または酸度で測定するのが試験管法であり，検定平板上の発育帯の大きさを測定するのが平板法
である。
　平板法では，被検ビタミンの濃度の対数と発育円の直径との間に直線関係が成立するeすなわち，
D＝　alogC十β，ただし，　D：発育円の直径，　C＝ビタミンの濃度，　crr，β＝定数。平板法にも幾つ
かの手技があり，ステソレス・スチール製の円筒（外径8±0．1mm，内径6土O．　lmm，高さ1O±
0．1mm）を用いて，これに一定量の被検液を注入し，ビsrミンを水平方向に多次元に拡散させるの
がカップ法（cup・plate　method；cylinder－plate　method）であり，円形の源紙またはパルプ（直径6
～10mln）を用いる方法をそれぞれペーパー・ディスク法（paper　disc　method）およびパルプ・デ
ィスク法（pulp　disc　method）と呼称し，検定平板上に直接にコルク・ボーラーなどで均一な円形
の小孔をあけ，そのrpに・被検液を入れて測定するのがホール・プレート法（hole・Plate　method）で
ある。これらの方法では，ビタミンはカップやディスクを中心として寒天ゲル申を（すなわち，検定
平板一適量の寒天を含む定量培地に検定菌の至適量が植えられてある）一定の濃度勾配で拡散して
ゆく。そして，検定菌の発育至適温度下に一定時間静置するならば，カップやディスクの周囲に円形
の生育帯が出現する。この発育円の直径をノギスを用いてO．　lmmまで正確に読みとることになる。
皿平板法の設計
　平板法によるピタミソの定量に際しては，円形のペトリ皿を用いるか（petri　dish　method），あ
るいは正方形ないしは長方形のガラス・パットを用いるか（1arge・plate　method）によって設計が
変ってくる。われわれの研究室では，ペトリ皿法を好んで用いているが，この方法によると設計が
簡単である。直径90～100mmのものが測定操作に便利であり，一様の厚さの寒天平板を得るため
には底が平らなべトリ皿を多数具えておく必要がある。この点，市販されている各種ペトリ皿めな
かでは，三春社製のプラット・シャーレが好適である。後者のラージ・プレート法では，30×30
cmあるいは32，5×47．5cmなど測定規模や設計の如何によっていろいろな大きさのものが使用され，
さらにプレートを60～200位に仕切ってカップないしはディスクを置くことになるeこの種のバッ
トは市販されていないので，自家製に頼ることになる。ラージ・プレート法では，一検体につき一
個のバットでビタミン定量が可能であるが，反面プレート上の発育帯の位置によってその大きさが
変動する難点がある。すなわち，周辺部の発育円は中心部のそれより大きくなる傾向が強く，その
ため精度を低下せしめる。この妨害因子を取り除くべく，本法の創始者であるK．A．’Leesら（19
55）4）は適切な設計と検液注人の巧みな手順とを考案している。ペトリ皿法，ラージ・プtZ・一ト法
それぞれに一長一短はあろうが，われわれの経験と坂扱いの簡便さからすれば，スチール製のカッ
プを用いるペトリ皿法（cup－Plate　petri　dish　method）が無難のようである。
　つぎの設計の段階で問題になるのは・二濃度測牢（2dose　assay）と三濃度測定（3　dose　assay）
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の何れによってビタミソ定量を実施するかであるe前者によるならば，検定平板上にカップないし
ディスクを4個置く（平板の中心から半径2．8CInの円周上にお互いに60°の角度で対向するように
並べる）。二つの向き合ったカップには，ゼタミン含量が未知で稀釈度の比率が1：4である二つ
の濃度の検液をそれぞれ充たす。残りの二つのカップには，同じ比率で稀釈した二濃度のビタミン
標準液（濃度既知）を充たす。斯かる平板を5枚作製して一組となし，生成発育円の直径を測定し，
各濃度における5例の平均値を算出する。さらに，より正確な定量値と検量直線（dose・response
丘ne）を得るためには，もう一組の平板を作り（結局，前述の一組と合わせてビタミン標準液およ
び試料からの検液はそれぞれ四濃度となる），両者を結合してピタミソ標準液と試料に対する検量
直線を得る。三濃度測定では一枚の平板に6個のカップを置き，三濃度のビタミン標準液と試料か
らの検液をそれぞれ一つおきのカップに充たす。この方式は，検定平板を十二分に活用し，平板数
の節約には役立つが，時に隣接どうしの発育帯が重なり，あるいは重ならないまでも相互に干渉し
合って正確な測定を妨げることがある。平板数が増加しても，二濃度測定が安全で操作しやすい。
，皿　定　量　条　件
寒天平板拡散法によるピタミソ越の」xp・ft．は，つまるところ髄平板上に生成した試験菌の発育
帯の大きさを肉眼的に正確に測定することにある。それで・視差による誤差を避けるためには・発
育円が適当に大きく，明確で（菌苔の厚いこと）・かつその境界が鮮明であることが要求される。
われわれは，平板上の発es帯が示す上記三要素を“発育円の三性状”と呼び・重要視している・そし
て溌育円の性状には猟の理化学1…i勺ならび姓物学腰因力鞠推に階している・さきに・K・A・
L，，，ら（1955）・）および塚原ら（1966）・）は，発育帯の性状に及1ます諸肝を詳細に検討したヵs，
それらを紹介し，簡単に解説を加えてみたい。
　1）検定菌の具備すべき条件
供試検定菌はピタミ壊求性が弓蛮要的で，遺伝軸にも縮・で・かつ蒲相もLts’一一で鮒ればな
らない。検定菌の保存上，最も困惑するのはビタミン要求性の変異である。すなわち・ある種の菌
株は，黙移1直によりビタミ腰求｛生rk’S次第に低下する・その代表　勺軸のとして・　Lact°badllus
ferm，nti　36，　ATCC　9338　“kのB、要求性およびL・casei・ATCC　7469株のB・要求性であるeこ
のようなビタミン低感応脇では厳が低下L・il寺には超そのものが困難となる・それで・これ
らの齢の使用に当っては，V・H・　Ch・ld・lin（・946）6）に倣って被検ビタミン艦富に含む搬
乳醐鞭用培地を＋数樋過せしめ，ビタミン感応性が＋分に回復したい1っゆるピタミソ濃騰
地継代髄供試すぺきである．なお，これら齢の保存には・獺の防止カエら練顯空乾騰
（Lyophilization）が最良である。
　2）接　種菌　量
寒天加ビタミソ糧培瞳灘された検越の細胞濃度で溌育円の性丼犬に鰍聯響を与えて
いる。接種菌量が小となるにつれ発育円は大となるが・明確性に欠け境界も不鮮明となる・平板法
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では，大きくて境界の画然とした発育円が得られる接種菌の最小濃度を用いるべきである。
　　3）　定量用培地の組成と性状
　平板法に用い得る定量培地の具備すべき条件として，検定菌の栄養要求を質的にも量的にも充た
すなどの一般的条件の他に，発育帯が不鮮明となる原因をなす稠濁や沈澱を生じないことを要する。・
個々のビタミンに対して，今日まで，幾つかの定量培地が考案され，またその改変培地が報告され
ているが，予備実験の段階でそれらを十分に吟味しておく必要がある。最近，岩井ら（1967）7）は，
B群ビタミンを一つの培地で共通的に測定し得るuniform　mediumを開発し，微生物定量の簡素
化に多大の貢献をなした。しかし，この培地とて平板法に適用してみると，全てのB群ピタミソに
満足できる結果は得られなかった。この理由として，液体培地と固形培地とでは，試験菌の栄養素
の利用において量的な差異の生ずることが考えられる．
　4）定量培地のpH
　この因子は，発育帯の性状に重大な影響を及ぼしている。それは，定量培地のp且が被検ビタミ
ンの安定性と検定菌の生育に関与しているからである。それで，この二つの視点から定量培地の至
適pHを求めなければならない。試験菌の発育至適pHとビタミンの安定なpH域とが一致する時
は，間題が無い魁両者力湘反する時は，その接点を求めることになろう。往々にして看過される
因子で・市販の定量培地を単に純水に溶解して使用するが如きは避けるべきで，至適pHに修正し
て用いなければならない。
　5）検定平板の深さ
　ビタミンの寒天ゲルrlliにおける拡散速度に関係する因子として，培地層の深さがある。この深さ
によってビタミンの拡散に相違を来せぱ，当然発育帯の大きさは変動する。一般に，薄層になるほ
ど，発育円は大となる。それで平板法の感度を高めるには薄層が好ましいが，反面発育帯は明確性
に乏しく，境界は不鮮明となるeそれ故に，検定平板の厚さは，明確で境界が鮮明な発育円が得ら
れる最薄層とすべぎである。筆者らは，直径90～100m皿のペトリ皿に5m1の定量培地を流し込ん
だものを薄層（厚さ約0・75mm），10mlのものを中厚層（約1．5mm），15～20m1のものを厚層（約
2．　25・v3．　Omm）と呼んでいる。
　6）　ビタミン標準液と試料からの検液のpH
　B群ビタミンそれぞれに・安定でより活性を発揮するpH域がある。したがって，標準液のpH
も発育帯の大きさや明確性に影響している。被検ビタミンの標準液は緩衡液を用いて作り，その
pHは当該ビタミンの最も安定なpH域と検定菌の発育至適pHとの組合せに諭・て決定しなけれ
ばならない。また・各種生物材料からの検液のpHも，ビタミン標準液のそれと同一にする。
　7）検　液　の　量
　検定平板に適用される検液の量も，発育帯の大きさに関係している。微生物法のみならず理化学
的測定法においても・検液の定量を常に供試することは要求されるがジ実際には容易ではない。こ
の点・カップ法では・カップ内にO・　lmlまで注入できるので，僅少量の検液を浸み込ませるディ’ス
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ク法より有利である。自動マイクPピペットの使用が推i奨されるe
　8）　力Ψプまたはディスクの大きさ
　市販されているカップやディスクは規格品とは云え，全く同一の大きさではなく，また些少の変
形もみられる。それで，この因子も発育帯の大きさに闘係している。カップでは，検液を容れる穴
の部分が問題で，シャープに’切断されていないものは除外する。
　9）　検液の適用時間と拡散時間
　カヅプに検液を充たし，一・定温度のふ卵器に一定時闇納め，そしてとり出す迄に経過した時間が
検液の適用時間で，平板法においてもっとも正確を期し難いものである。カップに液を充たしてか
らふ卯器に納める迄の時問は，各平板ごとに，また個々のカップによっても異なる。殊に・平板数
が増加するにつれて，その適用時闇のずれはますます大となり，ビタミンの拡散度，したがって発
育帯の大きさに影響してくるe検液のカヅプ内注入は手早く数十分以内に完了すべきで，多数の
平板を取扱う場合には，数組に分ち，各組ごとに検液を充たしたら直ちに培養操作に移るのがよ
い色
　B群ピタミソの中には，拡散速度の低いものがある。拡散速度は，ビタミンの分子の大きさに主
として依存しており，この大きさに反比例する。分子の大きなビタミソでは，拡散性が低く，慣例
繊力。プ法で醗育円測・さく，そのため臓は鋸なる．それで，蔽補めるべく・検灘
カヅプに注入してから平板を数11寺闇冷室（5℃前後一低温のため検定菌の生育は起らない）に静置
し，ピタミソの拡散を促してから培養操作に移る手段がとられている。これが拡散時聞で，この手
技の採用により感度が上昇し，低濃度部分の測定が可能となる。しかし，拡散時間も長きに失する
と，発育円の周縁部が不鮮明となるので，予め適正時間を求めておく必要渉ある。
　10）　培養温度と時間
　検定平板の培養温度は，供試検定菌の発育至適温度とすることには異論がない。培養時間の延長
とともに発育帯が1斬次大きくなることは，われわれの研究5）からも明白である。定量法の具備すべ
き条件の一つとして，短時間で測定成績の得られることがあげられる。それで・本法で求めたいの
は，明確で境界鮮明，かつ十分な大きさの発育円が出現する最短培養時間であるeこの時間は・供
試ピタミソと検定菌株との組合せによって決まる。徒らに培養稲寺間を延長することは無意味で・予
備テストで適正な培養li寺間を求めておかねばならない。
　11）　寒天と定量培地における寒天濃…度　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・
越培地に力口えられる寒天の濃慶あるいは含水量は・ピタミソの拡散尋こ僅かながら影響しているe
また，寒天には各種の爽雑物が存在している。、これらの点を考慮すると・培地に添加すべき寒天量
は，平板が適当な硬さで定量操作に支障がない限り・できるだけ少ない方がよい。われわれの検索
成績5）によると，1～2％の範囲内では発育円の大きさは変らないが・O・75％ではやや狭｛J、となり・
かつ培地も柔軟で取扱いに不便であった。斯かる所見より・定量培地の寒天濃度は1％とするのが
妥当である。
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　なお，寒天に含まれる爽雑物の中で，注意を要するのは，葉酸とナイアシンが微量ながら存在す
ることである。市販の精製粉末寒天と難も，その例外ではない。それで，上記二つのビタミンの定
量に際しては，寒天中に若干含まれるこれらのビタミンを除去した再精製寒天を用いなければなら
ぬ。さもないと，検定菌の増殖を促し，その結果平板全面に澗濁が生じて，発育帯の正確な計測が
不可能となる。寒天中の葉酸やナイアシンを簡単に除去するには，倍濃度の寒天ゲルを作り，これ
を細片に刻んだ後，流水洗浄を繰り返すとよい。
　以上，寒天平板拡散法によるビタミソの定量に際し，検定平板上に出現する発育帯の性状に関与
　　　　　　　　　　　　　　　表1定　　量　　条　　件
ビ　　タ　　ミ　　ン サイァ　ミン リボフラピン 1・・チ・酸 ピ　オ　チ　ン
LactobaciUusLactobacillusLacヒobacmusLactobacillus
定最用菌株 ferment三36@　（9338）
casei
i7469）
arabinosus
@　17－5
aτabiロOSUS
@　17－5
（8014） （8014）
定量条件
検定用菌株
閨@量　培　地
Bl濃厚培地縫代株Sarett　Chelde艮三nの
|地
島濃厚培地継代株
rロdlらの組成
N三A濃厚培地継代株
竏艪ﾌB群ビタミン
阯ﾊ用共通培地
ピオチソ濃厚培地継
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寒天　濃度（％） 1 1 1 1
培地層の深さ（mm） 1．5 1．5 工．5 1．5
ビタミン標準液のpH 5．6 6，0～7．0 6．0～6．5 6．0～7．0
接種菌量（OD） 0．05 0，075 0，025 0，075
培養時間　（hr） 16～18 20～24 20～24 20～24
培餐温度　（℃） 37 37 37 37
拡散時間　（hr） 0～2 2～5 0 o
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小嶋ら11）（1958） （工958） 小鳴ら11）13，（1958）
塚原ら5，（1966）
ﾋ原ら28）（1966）
山田3°）（1969） 山田ら3り（1968）
定量用菌株の（　）は，ATCCナムパー
図1　衷1の定量条件下に得られた
　　ビタミンeeによる生成発育円
　　の実際
　数字はB5（ピリドキシン）
濃度，mμg／mI．発育円は，
大きく，明確で，境界鮮明
の三原則を具えている。
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する多数の要因について述べたが，ピタミソ定量の実施に当っては，まず供試ビタミンの標準液を
用いてこれらの要因を逐一検討して，定量条件を設定すべきである。研究者によっては，この条件
を等閑視し，安易に測定を行なっているが，定量条件を一定にしない限り，得られた成績は再現性
に乏しく，信頼性の低いものとなる。また，この定量条件はB群ピタミソの全てに共通した唯一の
ものではなく，ビタミンの種類と検定菌株との組合せによって変化する。表1は，9種のビタミン
の至適とみなされる定量条件を総括したもので，最下欄に平板法にかんする主要文献を記した。
…：・・Fテソ酸1ピタミソB・　1葉 酸1イ・シb－・V　1
Lactobacillus
　arabinosus
　　17－5
　　（8014）
Saccharo皿yces
　carlsbergensis
　　4228　　（9080）
PaA濃厚培地継
代株
岩井のB群ビタミ
ソ定量用共通培地
6．5～7．5
　1
　1．5
7．0～7．5
0．025
12～20
　37
　0
MorrisiOら（1953）
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ノ」、嶋ら11）ls｝15｝
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1」睡EIヨs2）　（1969）
　保　存　株
Atkinらの培地
　　　　　＋NiA
　5．0～6．0
　　1
0．75　（蓑堕層）
　5．ON6．0
　0．075
　12～16
　　30
　0N3
ノ」、1鳴ら1fi）（工958）
竹内ら19，（1965）
戸田ら1D）（1967）
Jonesら2t）（1950）
Dennin22）（1963）
板垣ら33）34）（1972）
Streptoceccus
　faecalis　R
　　（8043）
葉酸濃厚培地継代?
OAC組成
　6，8～7．5
　　1
0，75　（1導層）
　7．ON7．5
　0，025
　16・v18
　　30
　　9
小嶋ら13）（1958）
山田らs5－37）
　　（1966，1967）
山田らs，（1966）
ピタミソBn
Kloeckera
　apiculata
　NCYC　245
Eschericllia
　coli
　　＃215
保　存　株
Atkinらの培地
　　　　　＋NiA
　　6，0前後
　　　1
　　　1．5
　　6．O～6．5
　　　0．1
　　20～2硅
　　25N27
　　2～3
山田3s｝（1972）
保　存　株
Johanssonの組成
　7．5～8．5
　　1
0．75　（誤草層）
　　7，　e
　O．025
　　18
　　37
　0｛・3
且arrisonら盟）
　　　　（1951）
板垣らs9）（1967）
板垣ら40）（1968）
L ctobacillus
　leich皿annii
　　（7830）
保　存　株
U．S．　P，　XV組成
　7．0一げ7．5
　　1
2．25（厚層）
　　7．0
　0．025
　　24
　　37
　5～10
星野ら24）（1964）
小」鴫らls）（195S）
添反垣41｝　（1969）
　なお，図1は，ビタミソB6につき，表1の定量条件下にカップ法を実施して得られた発育帯を
示したものである。その発育円は，明確で，境界も鮮明である。
W平板法の精度
　1）　感度と定量範囲
　平板法では，境界が鮮明で，再現性め高い発育帯が得られると同時に，その直径とビタミン濃度
の対数との闇に直線関係が成立しないと，検定法として採用できない。そこで，これらの諸点をビ
タミソB6（ピリドキシソ）標準液につき薄層カップ法を実施して確かめた成績を紹介L．ようeす
なわち，2（F2，000　mμ9／m1の8濃度のB6標準液を用い，表1に示す定量条件下における生成発育
円の直径を実験度数5について測定し，表2の成績を得た。同一B6濃度における5例の発育円直
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表2　カ’yブ法によるビタミン亀定量の再現性
??????
平 均
標準偏差
20 40 80　　　　160　　　　250　　　　500　　　1，000　　　2，000
11，4　　　　13．8　　　　16．4　　　　19，0
11．5　　13．9　　1｛｝．5　　19．3
11．3　　　　14．1　　　　16．6　　　　19．0
11．7　　13．8　　16．3　　19書1
11．・窪　　　14，0　　　　16．5　　　18，9
2 ．5　　23．3　　26．5　　30．0
2⑪，3　　　　23，2　　　　26．3　　　　29．6
2 ，7　　　　23．3　　　　26．3　　　　30．0
20．5　　　　23．1　　　　26．3　　　　29．7
20．6　　23．1　　26．2　　29．8
1王，5　　　工3．9　　　　16．5　　　19．1　　　20．5　　　23．2　　　　26．3　　　29．8
±⑪．14　　±O．12　　±0．11　　±0，14　　±0，：1．3　　±0．09　　±0．10　　±0，16
径の実測値は近似しており，標準偏差も小さく，再現性の良いことを示している。
　っぎに，カップ検定法では，被検物質（この場合はB6）の濃度の対数⑥と発育円直径◎との間に，
D＝α10gC十βなる直線関係式の成立することを必須条件としている。そこで，表2に示した各B6
濃度における発育円直径の5例の平均値を半対数グラフ上にプロットすると，これらなほぼ一直線
上に並んだ。この実測値から最小二乗法によってαとβを求めると，α＝9．　O，β＝－O．　6となる。
すなわち，発育円直径の理論値は，D＝・　9．　010gC－O．　6から求めることができる。この計算式からB6
各濃度における発育円直径の理論値を算出し，最適直線を同一グラフ上に画くと，20－2，　OOOmPtg／
m1の広範囲に亘って各実測値がこの直線上に乗り，　D　・alogC十βの関係式が成立した（図2参
照）。この事実は，発誉円の実測値ぶその理論値に
よく一致していることを示している。
　筆者らは，発育帯の大きさ，その境界の鮮陶性，
ピダミン濃度の対数と発育円麹径との間の疸線関係
の成立，さらに誤差値（後述）などの諸点を勘案し
て平板法の定量範囲を定めているe表1に示した定
量条件におけるカヅプ法の定量範囲を九っのビタミ
ンにっいて総括したのが，表3である。併記した試
験管法の定量範囲と比べて，カップ法のそれが如何
に広いものであるかが容易に理解されようe
図2　Log　Do8e・Respon5e　Line
???????????? ?????????．?????＝???＝｝?
o，Ol
　10 　　　20Zone　diamete「5　mm30
　おおよそ化学物質の測定法には，満たさねぱならぬ幾つかの基本的条件があり，なかでも精度の
高いことは切実に要求される条件の一つである。定量法の精度に影響する因子は多々あろうが，と
りわけ感度と特異性の二つが重要である。感度については，微生物法では，検定菌株のビタミン要
寒天平板拡散法によるB群ビタミソの微生物定量 一127一
表3　力Ψプ法の定量範囲と推計学的誤差
ピ　タ　ミ　ソ
サイアミン
リボフラピン
ニコチン酸
ピ　オ　チ　ン
パソトテソ酸
ビタ　ミ’ンB，
葉　　　　酸
イノシトール
ビタミンBユ2
定量用菌株
L．fe：皿enti　36、（9338）
L．case1（7469）
L．arabilosus　17－5，（8014）
工．arabinosus　17・－5，（80工4）
1イ．arabi且osus　17－5，（80工4）
S．carlsbergensis　4228，
　　　　　　　・（9080）
S．faecalis　R，（8043）
K，apiculata　NCYC　245
E．coli＃215
L．leichl皿annii　（7830）
定童範囲（μ9／血1）
平板法試験管法（カ　ッ　プ法）　　　（比　濁　 ）
0．工一ユO．0
0．1－4．0
0．125　・一　16．O
O．oe4－0．2
．2－8．O
O．02－2．0
0．OO25－－0．16
10－400
0．001－0．1
0．O工一〇．4
O－O．　os
O．02－O．25
0．OO1－O．02
2×10’－s－2×10－
G．002－O．02
0，0025－O．025
2．5＞〈10－s－－
　　　2，　5×10－4
0書5－10．0
5×　10－6－4＞く10－5
4x10－fi－2　x工O－5
誤　　差（％）
（危険率1％）
8－－22
8－－15
5－8
4－14
5－8
4－5
19－20
4一ユ0
14－－20
6　一一12
求性と測定法そのものの理学的機構とによって決定される。平板法では，被検ピタミソをして寒天
ゲル中を拡散せしめる多次元の機構のため，その感度はどうしても試験管法よりも鈍くなる。すな
わち，平板法の感度は，試験管法のそれのおおむね1／10である。殊に，分子が大きく拡散性の低い
ピタミソ（例えば，Bve）に対し，平板法は鈍感である。感度を改善する一，二の工夫として，薄
層平板の使用と拡散時聞の延長とがある。しかし，この二つの手段は発育帯の明確性と鮮明性に関
係しているので，どのビタミソにも適用できるものではない。ビタミンによっては，むしろ薄層手
技や拡散時間を適用しない方がよい。それは，両手技を用いることによって発育帯の周縁がぼけて
精度が著しく低下するからである。
　っぎに，表1に掲げた検定菌株の当該ビタミンに対する特異的感応性は，微生物法の精度を論ず
・る上で極めて重要である。この点については，’夙に，E．　E．　Snel1ら（1939）2），工C・Rabinowitz
ら（1948）25）以来，多数の研究者により検討され，最良とみなされる菌株が，今日用いられている・
それで，これらの菌株は定量目的とするビタミンに対して栄養要求の特異牲が高く，遺伝的にも安
定した性質を有することは定評のあるところである。ただ，Lactobacillus　caseiは，その栄養要求
が複雑で，’ストレポゲニン（stxepogenin）の如きペプチドに応答するので，試料によっては誤差
を生じやすい難点がある26）。ところで，ビタミンの作用は必須代謝物質をつrくり出すことであるか
ら，その物質が試料からの検液に含まれていれば，試験菌はその物質に応答して生育をみることに
なる。この代謝物質が，微生物法におけるいわゆる定量阻害物質の重要なものであるが∫この問題
にかんしては平板法の実用性の項で述べたい。
　2）推計学的誤差
　．定量法の精度を知る手段どしての統計学的手法による推定誤差から，平板法の精度を確かめる必
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要がある。そこで，薄層カップ手技によるB6’阯ﾊ法（使用平板数5）を例にとって，その誤差を求
めてみよう。下に示したカップ法の力価計算式により，発育円直径の実測値から各平板のB6濃度
e　1・ge－1塁綴謝≡畿機1王・gA
　　　　　　　　　　SH＝標準液の高濃度発育円直径
　　　　　　　　　　SL＝＝同液の低濃度発育円直径
　　　　　　　　　　Uu＝被検液の高濃度発育円直径
　　　　　　　　　　UL＝同液の低濃度発育円直径
　　　　　　　　　　A＝標準液および被検濯に鳶ける高濃度と低濃度との比，ここでは4となる
　　　　　　　　　　θ・＝被検液濃度の標準液濃度に対する比（％）
を求め（実際は濃度既知の標準液であるが，計算上濃度未知の検液とみなす），さらに各平板のB6
濃度が平均値より隔たる誤差値を算出した。・その成績は，表4に示す如く，平板5枚を用いた場合
表4　薄層力vプ法によるビタミンBG定量の推定誤差
B5濃度mp9／m120 40 80 160 250 500 1，⑪00　　2，000
????????????））?
??
????
?????
??????）?））? ? ?｝（ー（??? ?
???? （?????
13．9±　　　　16．5±
　O．12　　　　0．11
39．9±　　　　　80．3±
　　O．9　　　　1．7
2
4
2
4
19．1±　　　　20．5±
　O．　14　　　0．ユ3
160±4　　　251士8
3
4
3
5
23．2±　　　　26．3±　　　　29．8±
　　0．09　　．　　　O．10　　　　　　0，16
　　　　1，006±　　　1，989±497±14　　　　　　　29　　　　．57
3
5
3
5
3
5
の最大誤差値（危検率1％）は4～5％，平均値から変動する範囲は2～3％であった。以上の
B6の例に倣って，九種のピタミソのカップ手技にょる定量誤差を求め，総括したのが表3である。
供試ビ、タミンの種類，その濃度域，また使周平板数によって誤差値は変動するが，カヅプ法の誤差
は，大きいもので15～20％，小さいものでは5％前後で，試験管法の5～10％に比べてやや誤差が
大きいが，定量法として十分採用し得るものである。さきに，梅沢ら（1947）27）は，ペニシリンの
カップ検定における誤差は，5枚の平板を使用した場合13％程度で，変因分析の結果，・縛ニシリン
粉末の秤量とその稀釈の誤差と同程度であることを認めた。カップ法により正確な定量成績を得る
には，本法の手技に習熟し，慎重に実施するとともに，ビタミソの秤量とその稀釈を厳密に行なう
『べきであろう。
V　平板法の実用性
以上，’平板法の感度，層定量範囲および誤差などにつ勢て，主としてわれわれの研究室で得られた
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知見を中心に述ぺてきたが，それらの検索成績は，平板法がビタミンの一定量法として十分に利用
し得べきものであることを示唆している。しかし，それはあくまでも純粋なビタミン標準液にっい
ての検索結果である。微生物法の利点として，試料の前処理の簡便さ，高感度，高特異性の三っが
あげられる。しかし，前処理の簡便さ故に，平板法を天然物中のビタミン定量に応用した場合，往
々遭遇するのは試料から由来する定量阻害物質による干渉である。前述の如く，カップ法では，そ
の感度が試験管法のそれより鈍いため，どうしても試料からの高濃度検液を用いることになる。
それで，この妨害因子による影響を受けやすい。この事実が，本法によるビタミン定量の実用化を
狭めていることは，筆者らの一連の検索結果から指摘されたとおりである。カップ法の実際的応用
に当っては，この妨害因子を厳しく検討すぺきである。もっとも，微生物法に限らず多くの分析法
にとって，図的物の抽出と妨害物の除去のための前処理，すなわち抽出分離法は重要な研究課題と
なっている。カップ法では，従来から試験管法において採用されている抽出分離手技によって検液
を得ているが，ここでは各ビタミンの検液調製法の詳細には言及しない。
　さて，カップ法の実用性を確かめる手段として次の四つがある。
（1）天然試料からの検液に応答して生じた発育帯の性状が，純粋なビタミン標準液のそれと一致す
　ること。この発育帯の性状から，正確で信頼性のあるビタミン測定がなされているかどうか，お
　およその見当がつけられる。図3は，総パントテソ酸定量の実際例を示したものであるが，試料
　　（ブタ腎）からの検液に応答して生じた発育円の性状は，同ビタミン標準液のそれとはかなり異
なっている。このような測定例では，正確で信頼性のあるビタミン測定は期待できない。之に反し，
図4と5は，それぞれビタミンB6とイノシトール定量の実際例であるが，試料からの発育円の性
状が標準ビタミン液のそれとよく一致しているe
〔2】カップ法によって得られた測定値が，信頼性のある他法によって得られたそれと一致すること。
　BbB2の分析には，理化学的定量法として螢光法が確立され，よく用いられているので，この
図3　天然物中の総パントテン酸定量の一例
　数字はパントテン酸標準液濃度，pg／皿l
　HK．H…試料（ブタ腎）からの商濃度検液
　HK．L…同低濃度検液
上下の発育円はパソトテン酸標準液によるもので．境界の
鮮明な二重円である。ブタ腎からの検i’｛ii・（：よって生じた発育
円は菌苔も薄く，周緑部がぼけていて，両者の発育円の様相
に顕著な相違がみられる。
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図4　天然物中のBfi定量の一例
　数字はB6標準液澱度，皿μ9／皿l
　R．H…試料（米ヌヵ）商濃度検液
　R．L…同低濃度検液
　上下（標準液）と左右（試料）の発育円
は，その性状において一致している。
図5　天然物中のイノシトール定量の一例
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数字はイノシトール標準液濃度，戸g／ml
GT．　H…試料（緑茶）商濃度検液
GT．　L…同低膿度検液
上下（標準液）と左右（試料）の発育円
は，その性状がよく一致している。
　測定法による成績と比較検討すぺきである。その他のB群ビタミンの定量は，現在もっぱら微生
　物法によっている。これらのビタミンでは，カップ法と比濁法を並行的に実施し，両者からの測
　定値を比較するとよい。両者の測定値が，±10％程度の誤差の範囲内で近似していれば，その測
　定値は信頼できる。時に，定量法が異なると，定量値にかなりの差をみることが経験される。こ
　れは，多くの場合，生物試料からのビタミン分離法の不完全さに原因している。
｛3｝ドリフト（drift，偏向）の検討e少なくとも三つの検液のレペルから得られた測定値が，10％
　以内の差異であり，またそれぞれの測定値を結んだ直線が標準直線と平行することである。各レ
　ベルにおける計算値に大きな距りがあれば，試料からの検量直線は標準液のそれと交差し，いわ
　ゆるドリフトを生ずる。このドリフトがなければ，測定は正確になされているとみてよい。
（4）回収試験の成績が良好であること。すなわち，試料検液に既知量の標準ビタミンを添加してそ
　の回収試験を行ない，その成績が100±5％程度であること。この回収試験の好結果は，定量法
　の正当性を確立するものではないが，それを裏づける好ましい徴である。以上，回収試験とドリ
　フトの検討は，天然試料に由来する定量妨害物質をチ＝ックする手段として重要である。
　　わが研究室では，カップ法の実用性にかんし，以上の四点を厳しく検討し，本法の適用がおお
　むね有望なビタミソとしてB2，　B6，ナイアシソ，ピオチソ，イノシトールを，一部の生物材料
　に適用可能なビタミンとして島と葉酸をあげている。B12とパントテン酸の二者には，感度が極
　端に低いことと，定量阻害物質の影響を強く受けるなどの理由から，本法を適用できない（表5
参照）。
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i表5カップ法の実用性
カ・ブ法の齢畷的に可能1乏苛罷法の適用が一部の生物欄
ピオチ　ン
検定菌：L．arabinosus　17－－5
定量阻害物質としてのオレイン酸
をチエックする必要がある。
ニコチソ酸
　検定菌：L、arabinosus　17－5
　比濁法に比べ感度が低い他は，難
点がない。
リボフラピソ
　検定菌；L．casei　ATCC　7469
　B3強要菌株（B3濃厚培地継代株）
を使用のこと。
ビタミンB¢
　検定菌：｛S．　carlsbergensis　4dl28
　カップ法のなかでも感度が最良。
薄層手技によること。
　総B。量の測定に好適である。
イノシトール
　検定菌lK．　apiculata　NCYC　245
　培養温度に注意，25－27℃が至適
温度である。
サイアミン
検定菌：L．fermenti　36
　B，濃厚培地継代株を使用のこと。
　一部の試料では，回収試験の成績
が不良，またドリプトがみられる。
葉　　　　酸
　検定菌：S．faecalis　R
　再精製寒天を使用し，薄層手技に
よること。一一部の天然試料では，回
収率が不良で，ドリフトもみられ
る。定量阻害物質としてのチミソを
チエックする必要がある。
カップ法の適用が不可能
パソトテソ酸
検定菌：L．・arabin。sus・17・－5
　比濁法による測定値と大差があ
り，回収率も不良でドリフトがみら
れる。’定量阻害物質として脂肪酸と
アミノ酸が重要視される。
ピタミソB12
　検定菌：E・coli　＃215
　本法による測定値は比濁法の30～
70％，回収率不良，ドリフトもみら
れる。定量阻害物質としてのメチオ
ニソの影響を強くうける。
検定歯・L」・i・h皿a皿ii　ATCC
　　　　　　　　　　　7830
　比濁法に比べ感度が殊の他低い
（1／1000）。回収率不良，　ドリフト
もみられる。定量阻害物質（Deso・
xyribosidesとその関連物質）の影
響を強くうける。
　ビタミンの作用は，必須代謝物質をっくり出すことにある。それで，ビタミンがなくても，こ
の代謝物質が検液中に含まれていれば，試験菌の増生を促すことになる。微生物法において時々
遭遇する定量妨害物質は，この腫の代謝物質であることが多い。また，ビタミンの活性に関係す
る物質，あるいはそれの拡散に影響する物質も正確なピタミソ測定を阻害するし，他方試験菌の
生育を抑制または促進せしめるが如き物質もそうである。表5に，今日まで明らかにされている
各ビタミソの定量妨害物質を附記した。平板法運用の要点は，つまるところ，これらの妨害物質
を厳しく検分することにある。
M　要 約
　寒天平板拡散法の実用論にかんし，これ迄の研究者達の報告を機括すると，これを是とする者お
よび非とする者，相半ばしている。この不一致の理由として，実験条件と供試生物材料の相違が考
えられる。われわれは，平板法なかんずくカップ法の至適定量条件，感度，定量範囲および誤差な
どを九種のB群ピタミソについて詳細に検討し，更に本法の有用性にかんしても各種天然物につい
ての検索成績から批判を試みた。その結果，カップ法は生物材料のB2・B6・．ピオチン・ニコチン
酸およびイノシトールの定量に大過なく適用できるが，パソトテン酸とB12には，感度が甚だ鈍い
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ことと，定量妨害物質の影響を強く受けるなどの理由から適用できない。また，本法によるBzお
よび葉酸定量では，天然試料の如何によっては，回収試験やドリフトの成績が不良で，正確で信頼
性のある定量が期待できないものhSある。要するに，平板法は，特別の測定機器を必要とせず，試
料の前処理も簡単で，定量範囲が甚だ広いので，多数の生物材料の日常のビタミン測定法として好
適である。しかし，感度が試験管法より鈍いために，定量妨害物質の影響を受けやすい難点があ
る。本法の運用に当っては，その利害得失を十分に弁えた上で慎重に実施すべきであろう。
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